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TUMOR NEKROSE FAKTOR MUTEINE 

Beschreibung 

5 Die Erfindung betrifft neue, vom Tumor Nekrose Faktor (TNF) abgeleitete 
Polypeptide, deren Herstellung und deren verwendung als Arzne imi tte 1 . 

Von Carswell et al. (Proc. Natl. Acad. Sc i . -USA 72, 3666, 1975) wurde be- 
richtet, dap das Serum von Endotoxin-behandel ten Tieren, die zuvor mit dem 

10 Mycobacterien-Stamm Calmette-Guer i n (BCG) infiziert worden waren, eine 
hamorrhagische Nekrose bei versch i edenen Tumoren in der Maus bewirkte. 
Diese Aktivitat wurde dem Tumor Nekrose Faktor zugeschr ieben . TNF zeigt 
auch eine zy tostat i sche Oder zytotoxische Wirkung gegenuber einer Vielzahl 
von transformierten Zellinien in vitro, wahrend normale menschliche und 

15 tierische Zellinien davon nicht betroffen werden (Lymphokine Reports 
Vol, 2, pp 235-275, Academic Press, New York, 1981). Kiirzlich wurde die 
biochemische Charakter i s i erung und das Gen fur menschlichen TNF beschrie- 
ben (Nature 312, 724, 1984; J. Biol. Chem. 260, 2345, 1985; Nucl. Acids 
Res. 13, 6361, 1985). 

20 

Aus diesen Daten lapt sich folgende Proteinstruktur fur das reife humane 
TNF ableiten: 

ValArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValValAlaAsnPro 

25 

GlnAlaGluGlyGlnLeuGlnTrpLeuAsnArgArgAlaAsnAlaLeuLeuAlaAsnGly 
ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuVal ValProSerGluGlyLeuTyrLeul leTyrSer 
30 GlnValLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrlle 
SerArglleAlaValSerTyrGlnThrLysValAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro 
CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGluProIleTyrLeu 

35 

GlyGlyValPheGlnLeuGluLysGlyAspArgLeuSerAlaGluIleAsnArgProAsp 

TyrLeuAspPheAlaGluSerGlyGlnValTyrPheGly IlelleAlaLeu 

40 Weiterhin wurde das TNF-Gen von Rind, Kaninchen und Maus beschrieben (Cold 
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51, 597,. 1986). 

Neben seinen zytotoxischen Eigenschaften ist TNF einer der Hauptbetei 1 ig- 
ten an entzundl ichen Reaktionen (Pharmac. Res. 5, 129, 1988). Im Tier- 
tnodell konnte die Beteiligung von TNF beim septischen Schock (Science 229, 
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869, 1985) und der Graft versus Host Disease (J. Exp. Med. 166, 1280, 
1987) gezeigt werden. 

Es wurde nun gefunden, dap bestimmte Polypeptide, die sich vom TNF 
5 ableiten, giinstigere Eigenschaf ten besitzen. 

Gegenstand der Erfindung sind TNF-Polypept ide der Formel 

Val ArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValVal AlaAsnPro 

GlnAlaGluGlyGlnLeuGlnTrpLeuAsnArgArgAlaAsnAlaLeuLeuAl aAsnGly 

ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuVal ValProSerGluGlyLeuTyrLeuI leTy rSer 

15 GlnValLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrl le 

SerArgI leAlaValSerTyrGlnThrLysValAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro 

CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGluProI leTyrLeu 

20 

GlyGlyValPheGlnLeuGluLysGlyAspArgLeuSerAlaGluIleAsnArgProAsp 

TyrLeuAspPheAlaGluSerGlyGlnValTyrPheGly IlelleAlaLeu, 

25 worin jedoch mindestens eine Aminosaure in den Positionen 9, 11, 15, 26, 
35, 41, 44, 46, 52, 54, 56, 57, 61, 62, 78, 87, 95, 119, 121, 133, 136, 
137, 138, 139, 140, 141, 142, 144, 150, 156 und/oder 157 durch eine andere 
naturliche a-Aminosaure ersetzt ist und N-terminal 1 bis 7 Aminosauren 
fehlen konnen, sowie deren Salze mit phys iolog i sch vertragl ichen Sauren. 



30 



Insbesondere sind Gegenstand der Erfindung die TNF-Polypept i de, in denen 
mindestens eine der folgenden Veranderungen vorliegt: 



35 



40 



Position 


9: 


Ser 


ersetzt 


durch 


A 


Position 


11: 


Lys 


ersetzt 


durch 


A 


Position 


15: 


His 


ersetzt 


durch 


B Oder C 


Position 


26: 


Leu 


ersetzt 


durch 


C 


Position 


35: 


Ala 


ersetzt 


durch 


C 


Position 


41: 


val 


ersetzt 


durch 


C 


Position 


44: ? 


Arg 


ersetzt durch 


A 


Position 


46: 


Asn 


ersetzt 


durch 


A ,: 


Position 


52: 


Ser 


ersetzt 


durch 


A 


Position 


54: 


Gly 


ersetzt durch 


C 


Positi n 


56: 


- Tyr 


ersetzt 


durch 


C 
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Position 


57: 


Leu 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


61 : 


Gin 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


62: 


Val 


ersetzt 


durch 


A 


Oder 


c 


Position 


78: 


His 


ersetzt 


durch 


C 


Oder 


B 


Posi t ion 


87: 


Tyr 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


95: 


Ser 


ersetzt 


durch 


C 






Posi t ion 


119: 


Tyr 


ersetzt 


durch 


C 


oder 


A 


Position 


121: 


Gly 


ersetzt 


durch 


C 






Posi t ion 


133: 


Ser 


ersetzt 


durch 


c 






Posi t ion 


136: 


lie 


ersetzt 


durch 


c 






Posi t ion 


137: 


Asn 


ersetzt 


durch 


A 






Position 


138: 


Arg 


ersetzt 


durch 


A, 


B Oder 


Position 


139: 


Pro 


ersetzt 


durch 


A, 


C oder 


Position 


140: 


Asp 


ersetzt 


durch 


A 


oder 


C 


Position 


141 : 


Tyr 


ersetzt 


durch 


A 






Position 


142: 


Leu 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


144: 


Phe 


ersetzt 


durch 


C 


oder 


A 


Position 


150: 


Val 


ersetzt 


durch 


A 


oder 


C 


Position 


156: 


Ala 


ersetzt 


durch 


C 






Position 


157: 


Leu 


ersetzt 


durch 


B 







worin A eine Aminosaure mit geladener Seitenkette, B eine Aminosaure mit 
polarer ungeladener Seitenkette und C eine Aminosaure mit hydrophober 
Seitenkette bedeuten. A ist also Arg, His, Lys, Glu oder Asp; B Gin, Asn, 
25 Gly, Met, Cys f Ser Oder Thr und C Phe, Leu, lie, Trp, Tyr, Pro, Val oder 
Ala. 

Vorzugsweise sind in dem TNF-Molekiil nicht mehr als 10 Aminosauren ab 
Position 9 deletiert Oder verandert. 

30 

Als physiologisch vertragliche Sauren sind insbesondere zu nennen: 
Salzsaure, Zitronensaure, Weinsaure, Milchsaure, Phosphorsaure, 
Methansulfonsaure, Essigsaure, Ameisensaure, Maleinsaure, Fumarsaure, 
Apfelsaure, Bernsteinsaure, Malonsaure, Schwefelsaure, L-Glutaminsaure, 
35 L-Asparaginsaure, Brenztraubensaure, Schleimsaure, Benzoesaure, 
Glucuronsaure, Oxalsaure, Ascorbinsaure, Acety Iglycin. 

Zur Herstellung der neuen Polypeptide geht man von der cDNA des humanen 
TNFs aus, die man gemap Nature 312, 724, 1984 erhSlt und in ein Plasmid 
40 einbaut. Dieses rekombinante Plasmid, das die genetische Information fur 
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humanes TNF tragt, dient als Ausgangspunkt fur die HersteUung der neuen 
TNF-Muteine. 

Um die beabs i cht i gten Veranderungen in das Gen fur den humanen TNF gezielt 
5 einzufiihren, wird das TNF-cDNA-Fragment durch auf einanderfolgende Spaltung 
mit Restr i kt i onsenzymen und anschl i epende Elektrophorese durch ein 
Agarcsegel rein hergestellt. Dieses TNF-Gen enthaltende Fragment wird in 
einen Polyl inker eines Bakter iophagenvektors eingebaut (Gene 19,269-276). 

10 Durch Transformation von E.coli mit diesem rekombinanten Vektor werden 
schlieplich Phagen erhalten r die den codierenden Strang des humanen 
TNF-Gens tragen. 

Zur gezielten Mutagenese des TNF-Gens werden 01 igodesoxynukleotide 
15 chemisch synthetisiert, die partiell komplementar zur TNF-Sequenz sind. 
Diese 01 igonukleot ide besitzen eine durchschni ttl iche Lange von 
23 Nukleotiden. Am 5'-Ende ist ein Bereich von etwa 10 Nukleotiden, der 
perfekt komplementar zum TNF-codi erenden Strang ist. Anschl iepend folgt 
ein Abschnitt von 3 Nukleotiden, der nicht komplementar ist und die 
20 gewunschte Veranderung des TNF-Gens tragt. An diesen Abschnitt schliept 
sich ein etwa 10 Nukleotide langer Teil an, der wiederum perfekt 
komplementar zum TNF-codierenden Strang ist. 

Deletionen werden erzeugt, indem man 01 igodesoxynukleotide verwendet, die 
25 genau vor und hinter der zu delet ierenden Gensequenz Komplementar i tat 
besitzen; dadurch wird ein Heteroduplex gebildet, in dem die zu 
deletierende Gensequenz einzelstrahgig vorliegt. 

Die so konstruierten 01 igonukleotide werden mit der rekombinanten TNF-DNA 
30 hybridisiert . Anschliepend wird mit einer Polymerase und Desoxynukleos i d- 
tr iphosphaten der Heteroduplex zum vollstandigen doppelstrangigen 
DNA-Molekul aufgefUllt und mit dem Enzym T4 DNA-Ligase kovalent verknupft. 

Mit diesem DNA-MolekUl werden kompetente E.coli Zellen transformiert und 
35 die so erhaltenen Phagen werden durch in situ Plaque-Testung untersucht 
(Science 1:96, 180, 1977) . 

Dazu wird die auf Nitrocellulose uberfiihrte Phagen-DNA mit Hilfe des zur 
Mutagenese verwendeten OVigonukleotids, das radioaktiv mapkiert ist, 
40 durchgetestet. 

Unter h chstringenten Bedingungen werden diejenigen Phagen durch 
Hybridisierung identif iziert, die die gewunschte Veranderung im TNF-Gen 
tragen. Die Bestatigung der Mutation erfolgt durch DNA-Sequenzierung. 
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Anschliepend kann das mutierte TNF-Gen mittels Spaltung rait Restr i kt i ons- 
enzymen aus dem rekombinierten TNF-Vektor herausgelost und mittels 
Gelelektrophorese in reiner Form isoliert werden. Zur Expression dieses 
veranderten TNF-Gens in E.coli mup das TNF-Gen fragment mit prokaryonti- 
5 schen Signalen wie Promotoren, Terminatoren, ribosomalen Bindungsstel len 
versehen werden (Winnacker, Gene und Clone, Verlag Chemie 1984, Seite 
192ff). Anschliepend wird mit diesem TNF-Expressionsvektor ein E.coli- 
Stamm transformiert . Der so erhaltene rekombinante E.coli-Stamm wird zur 
produktion eines TNF-Muteins verwendet, indem man inn in einem geeigneten 
10 Nahrmedium ziichtet. Danach werden die Bakterien geerntet und lysiert. So 
erhalt man ein losliches Gemisch aus E.col i-Proteinen, aus dem das 
gewiinschte TNF-Mutein durch bekannte Methoden der Proteinreinigung wie 
Ammoniumsulfatprazipitation, ionenaustauschchromatograph i e und Umkehr- 
phasenchromatographie in reiner Form isoliert werden kann. 

15 

Die neuen Muteine zeigen zum Teil gute zytotoxische Eigenschaf ten . Ein 
anderer Teil der Muteine besitzt eine hone Affinitat fur den zellularen 
TNF-Rezeptor, ohne jedoch eine zytotoxische Aktivitat zu besitzen. Sie 
stellen also TNF-Antagonisten dar. Sie binden in Konkurrenz zu natiirlichem 
20 TNF an den zellularen TNF-Rezeptor und unterdrucken so die TNF-Wirkung. 
Die neuen Muteine erweisen sich als wertvolle Arzneimittel, die zur Be- 
handlung von neoplastischen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen sowie 
zur Bekampfung und Prophylaxe von Infektionen, Entziindungen und 
Abstopungsreaktionen bei Transplantationen eingesetzt werden konnen. Durch 
25 einfache Experimente kann geklart werden, welche wirkungsweise die 
einzelnen Muteine besitzen. Mit einer TNF-sensiti ven Zelle wird die 
Zytotoxizitat des Muteins durch Inkubation der Zellinie in Gegenwart des 
Muteins bestintmt. In einem zweiten Versuchsansatz inkubiert man die 
Zellinie mit dem entsprechenden Mutein in Gegenwart einer letal wirkenden 
30 TNF-Menge. Dadurch kann die TNF-antagonisierende Wirkung nachgewiesen 

werden. Auperdem wird durch ein in vitro Bindungsexperiment die Affinitat 
des Muteins zum zellularen TNF-Rezeptor bestimmt. 

Die biologische Charakterisierung der neuen Muteine auf ihre agonistische 
35 oder antagonistische Wirkung erfolgte in folgenden Testsystemen: 

I. Zytotoxizitatstest auf TNF-sensiti ven Indikatorzellen, 

II. Kompetition-Zytotoxizitatstest auf TNF-sensiti ven 
40 Indikatorzellen, 

III. Kompetition-Rezeptorbindungstest auf TNF-Rezeptor exprimierenden 
Indikatorzellen. 
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I . Zytotoxizi tats test 

Die agonistische Bewertung der neuen Muteine basiert auf deren 
zytotoxischer Wirkung auf TNF-sens i t i ven Zellen (z.B. L929, MCF-7, 
5 A204, U937). Der Test mit L929 und MCF-7 wurde wie folgt durchge f uhrt : 

1. 100 fi\ Kulturmedium mit 3 bis 5 x 103 frisch tryps i n i erten, sich 
im exponent iel len Wachstum befindenden L929-Zellen (Maus) bzw. 
MCF-7-Zellen (Mensch) wurden in die Vertiefungen einer 

10 96-Loch-Flachboden-Kulturplatte pipettiert. Die Platte wurde uber 

Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die mit Wasserdampf 
gesattigte Luft im Brutschrank enthielt 5 Vol% C0 2 . 

Das L929-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Earle lx (Boehringer, 
15 Mannheim), 50 ml hitzeinakti viertes (30 min, 56°C) foetales 

Kalberserum (FCS), 50 ml L-Glutamin (200 mM), 5 ml lOOx 
nichtessentielle Aminosauren, 3 ml IM Hepes-Puffer pH 7,2 und 
50 ml Gentamycin (50 mg/ml ) . 

20 Das MCF-7-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Dulbecco lx 

(Boehringer, Mannheim), 100 ml hi tzeinakti viertes (30 min, 56°C) 
FCS, 5 ml L-Glutamin und 5 ml lOOx nichtessentielle Aminosauren. 

2. Am folgenden Tag wurden 100 fi\ der zu priifenden Mute i n-Lbsung zu 
25 den Zellkulturen gegeben und seriell 2-fach titriert. Zusatzlich 

wurden einige Zellkontrol len (d.h. nicht mit Mutein-Verdunnung 
behandelte Zellkulturen) und einige rhu-TNF-Kontrol 1 en (d.h. mit 
rekombinanten humanen TNF behandelte Zellkulturen) mit angelegt. 
Die Kulturplatte wurde 48 h bei 37°C in einer Atmosphare aus 
30 wasserdampf-gesattigter Luft mit 5 Vol.%C0 2 inkubiert. 

3. Der Prozentsatz iiberlebender Zellen in den mit Mutein-Verdunnung 
behandelten Kulturen wurde mittels der Kristall violettf arbung 
bestimmt. Dazu wurden die Flussigkei ten aus den Vertiefungen 

35 durch Abschlagen der Testplatte entfernt. In jede Vertiefung 

Wurden 50 fi\ Kr i stal I v iolettlosungen pipettiert. 

Die Kristallviolettlosung hatte folgende Zusammensetzung : 

40 3,75 g Kristal Iviolett 

1,75 g NaCl 
161,5 ml Ethanol 

43,2 ml 37 % Formaldehyd 
ad 500 ml Wasser 
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Die Kristal 1 violettlbsung blieb 20 min in den Vertiefungen und 
wurde dann ebenfalls abgeschl agen . Anschliepend Wurden die 
Platten jeweils 5 mal durch Eintauchen in Wasser gewaschen, urn 
den nicht zellgebundenen Farbstoff zu entfernen. Der zellge- 
5 bundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 fi\ Reagenzldsung 

(50 % Ethanol, 0, 1 % Eisessig, 49,9% wasser) in jede Vertiefung 
aus den Zellen extrahiert, 

Durch Schutteln der Platten fur 5 min erhielt man in jeder 
Vertiefung eine gleichmapig gefarbte Losung. Zur Bestimmung der 
tiberlebenden Zellen wurde die Extinction der Farbelosung in den 
einzelnen Vertiefungen bei 540 nm gemessen. 

Danach wurde, bezogen auf die Zel 1 Control le, der 50 % Zytotoxi- 
zitatswert definiert und der Kehrwert der Probenverdunnung, die 
zu 50 % Zytotoxizitat fiihrt, als zytotoxische Aktivitat der 
untersuchten Probe ermittelt. 

1 1 . Kompetit ion-Zytotoxizi tatstest 

20 

Die antagonistische Bewertung der Muteine basiert auf deren 
Eigenschaft, die zytotoxische Wirkung von rhu-TNF auf TNF-sensiti ven 
Zellen (z.B. L929 f MCF-7, A204, U937) zu kompet i tieren . Der 
Kompetition-Zytotoxitatstest mit L929 und MCF-7-Zellen wurde wie folgt 
25 durchgefuhrt : 

1. 100 ^1 Kulturmedium mit 3 bis 5 x 103 frisch trypsinierten, sich 
im exponentiellem Wachstum befindenden L929-Zellen (Maus) bzw. 
MCF-7-Zellen (Mensch) wurden in die vertiefungen einer 
30 96-Loch-Flachboden-Kulturplatte pipettiert. Die Platte wurde iiber 

Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die mit Wasserdampf 
gesattigte Luft im Brutschrank enthielt 5 Vol% C0 2 . 

Das L929-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Earle lx (Boehringer, 
35 Mannheim), 50 ml fUr 30 min bei 56°C hitzeinakti viertes FCS, 5 ml 

L-Glutamin (200 mM), 5 ml lOOx nichtessentiel le Aminosauren, 3 ml 
IM Hepes-Puffer pH 7,2 und 500 fi\ Gentamycin (50 mg/ml). 

Das MCF-7-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Dulbecco lx 
40 (Boehringer, Mannheim), 100ml hitzeinakti viertes (30 min, 56°C) 

FCS, 5 ml L-Glutamin (200 mM) und 5 ml lOOx nichtessentielle 
Aminosauren. 



4. 

10 



5. 

15 



8 



2. Am nachsten Tag wurden 100 /x\ der zu prufenden Mute i n-L6sung zu 
den Zellkulturen zugegeben und seriell 2-fach titriert. Zu diesen 
Zellkulturen wurden dann 100 fi\ einer rhu-TNF-Verdunnung i n 

Kul turmedium, die in der Endkonzentrat ion in der Zellkultur eine 
80-100 % zytotoxische Wirkung hat, zugegeben. Zudem wurden einige 
Zel Ikontrollen (d.h. nicht mit Mute in-L6sung und nicht mit 
rhu-TNF-L6sung behandelte Zellkulturen) und einige 
rhu-TNF-Kontrol len (=nur mit rhu-TNF-L6sung behandelte 
Zellkulturen) mit angelegt. Die Kulturplatte wurde dann 48 h bei 
37°C in einer Atmosphare aus wasserdampf-gesatt i gter Luft mit 
5 Vol.% C0 2 inkubiert. 

3. Der Prozentsatz liberlebender Zellen in den mit Substanz 1 osung 
behandelten Kulturen wurde mittels der Kri stal 1 v i o 1 ettfarbung 
bestimmt. Dazu wurden die Flussigkei ten aus den Vertiefungen 
durch Abschlagen der Testplatte entfernt. in jede Vertiefung 
wurden 50 Kri stal 1 v i olettlosungen pipettiert. 

Die Kristallviolettlosung hatte die in II. 3 angegebene 
Zusammensetzung . 

Die Kristallviolettlosung blieb 20 min in den Vertiefungen und 
wurde dann ebenfalls abgeschl agen . Anschliepend wurden die 
Platten jeweils 5 mal durch Eintauchen in Wasser gewaschen, urn 
den nicht zel lgebundenen Farbstoff zu entfernen. Der 
zel Igebundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 fx\ 
Reagenzlosung (50 % Ethanol, 0,1 % Eisessig, 49, 9 % Wasser) in 
jede Vertiefung aus den Zellen extrahiert. 

4. Durch Schiitteln der Platten fur 5 min erhielt man in jeder 
Vertiefung eine gleichmapig gefarbte Losung. Zur Bestimmung der 
iiberlebenden Zellen wurde die Extinktion der Farbelosung in den 
einzelnen Vertiefungen bei 540 nm gemessen. 

5. Danach wurde, bezogen auf die Zellkontrolle und die 
rhu-TNF-Kontrol le der 50 % Kompet itionswert definiert und die 
Probenkonzentration, die bei der : vorgelegten rhu-TNF-Konzen- 
tration zu 50 % Kompetition der rhu-TNF-Zytotoxi tat fuhrt, als 
antagonist i sche .Aktivitat der untersuchten^Probe ermittelt. 

.Kompetition-Rezeptorbindungstest : 

Sowohl die agonistische als auch die antagoni st ische Wirkung von 
Muteinen setzt voraus, dap letztere an den TNF-Rezeptor binden. Das 



bedeutet, dap Muteine mit agonistischer bzw. antagon i st i scher Wirkung 
und rhu-TNF urn die Bindung am TNF-Rezeptor auf TNF-sens i t i ven 
Indikatorzellen (z.B. U937) konkurrieren. Der Kompet i t i on-Rezeptor- 
bindungstest wurde wie folgt durchgef iihrt : 

1. 100 fi\ Medium mit verschiedenen Konzentrat ionen des zu prufenden 
Muteins sowie des rhu-TNF (=Kontrolle) wurden in die Reaktions- 
gefape pipettiert. Das Medium enthielt 500 ml PBS (Boehringer, 
Mannheim), 10 ml hi tzeinakti viertes (30 min, 56°C) FCS und 100 mg 
Natriumazid . 

2. Anschliepend wurden 100 fx\ Medium mit 1 ng l 25 jod-marki ertem 
rhu-TNF (Lactoperoxidase-Methode nach Bolton) in die Reaktions- 
gefape gegeben und gemischt. Zur Bestimmung der unspez i f i schen 
Bindung (NSB ) wurde in den Reaktionsgef apen das 1 25j 0 d-markierte 
rhu-TNF (1 ng l25j-rhu-TNF in 100 fx\ Medium) mit dem 200-fachen 
uberschup an nicht radioaktiv markiertem rhu-TNF (200 ng rhu-TNF 
in 100 fx\ Medium) gemischt. 

3. Dann wurden 100 fi\ Medium mit 2 x 106 u937-Zel.len (Mensch) in die 
Reaktionsgefape pipettiert und gemischt. Die Reaktionsgef ape 
(Testvolumen 300 f*\) wurden 90 min bei 0°C inkubiert. Nach 45 min 
wurden die Reaktionsansatze nochmals durchmischt. 

4. Nach der Inkubationszei t wurden die Zellen 5 min bei 1800 rpm und 
k°C zentrifugiert, 3 mal mit Medium gewaschen, quantitativ in 
Zahlrohrchen UberfUhrt und die zel lgebundene Radioakti vitat in 
einem Clini Gamma Counter 1272 (LKB Wallac) bestimmt. 

5. Nach Korrektur der Mepwerte urn die unspezif ische Bindung wurde, 
bezogen auf die Gesamtbindung, der 50 % Kompeti tionswert 
definiert und die Probenkonzentration, die bei der vorgelegten 
l25j-rhu-TNF-Konzentration zu 50 % Kompet it ion der 
i25j-rhu-TNF-Bindung fiihrt, als kompetitive Aktivitat der 
cmtersuchten Probe ermittelt. 

Beispiel 

A. Herstellung eines Vektors, der die cDNA des humanen TNFs tragt. 



Ausgangsmaterial war das 578 bp lange TNF-cDNA-Fragment f das fur 
Aminosauren 8 bis 157 codiert (Aval-Hind3-Fragment) . 
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Dieses TNF-cDNA-Tei If ragment wurde mi t einem chemisch sy nthe t i s i e rten 
Adaptor, der fur die Aminosauren 1 bis 7 codiert, verkniipft und in 
einen geeigneten Vektor eingebaut. 

5 Als Adaptor diente ein doppe 1 Strang i ges DNA-Molekiil folgender Sequenz: 

CGATACTACTATG (N) x 

TATGATGATAC (M) X GGCT, 

10 worin 

x 0 oder eine durch 3 teilbare Zahl von 3 bis 21, 
N A, G, C oder T und 

M das jeweils komplementare Nukleotid zu N sind. 

Durch Variation der Adaptoren konnte die Sequenz am 5'-Ende der 
TNF-cDNA beeinflupt und somit nach erfolgter Genexpress ion der Amino- 
20 terminus des TNF-Proteins verandert werden. 

Wurde fur N21 GTCAGATCATCTTCTCGAACC eingesetzt, so erhielt man die 
cDNA fur die gesamte reife Form des humanen TNF (1-157), wobei vor der 
Aminosaure 1 ein Methionin eingebaut ist. 

25 

Fur x gleich 0 erhielt. man einen Adaptor, der nach Verkniipfung mit der 
TNF-cDNA fiir ein TNF-Protein codierte, bei dem die ersten 7 Amino- 
sauren am Aminoterminus deletiert sind. Weiterhin konnten durch 
Variation von N alle Deletionen zwischen 1 und 7 Aminosauren am Amino- 
30 terminus des TNF erzeugt werden. 

Die Adaptoren wurden durch vol 1 automat i sche chemische Synthese 
(Applied Biosystems 380A) hergestellt und durch praparative Polyacryl- 
amid-Gelelektrophorese gerei n i gt . 

35 

Als Vektor diente ein 4,3 kb langes DNA-Molekiil, das aus pBR322 durch 
Spaltung mit Clal und Hind3 erhalten wurde. 

0,2 pMol des 587 bp langen TNF-Fragmentes wurden mit 0,5 pMol des 
40 entsprechenden Adaptors und 0,1 pMol des Vektors mit Hilfe des Enzyms 
T4-DNA Ligase verknupf t . Mit dieser DNA wurden der E.coli-Stamm W3110 
(ATCC 27325) transformiert und einKlon mit der entsprechenden DNA- 
Sequenz isoliert. 
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B. Herstellung eines E i nze 1 Strang vectors mit der cod i erenden Sequenz des 
humanen TNF 

Der oben beschriebene TNF-c DN A- Ve ktor wurde mit den Rest r i kt i onsenzy- 
5 men EcoRl und Hind3 gespalten. Man erhielt das 0,6 kb grope TNF-cONA- 

Fragment durch Gelelektrophorese und anschl iepende Extraktion aus dem 
Gel in reiner Form. 100 ng dieses Fragments wurden mit 1 ^g des 
Ml3mp8-EcoRl-Hind3-Vektorf ragments in 20 fx\ 50mM TrisHCl ( p h=7,4), 
lOmM MgCl 2 25mM Di th i othre i to 1 und 1 mM ATP in Gegenwart von 5 Einhei- 
10 ten T4-DNA-Ligase gemischt und iiber Nacht bei 14°C inkubiert. 

Mit diesem Gemisch wurde E.coli JM103 (erhaltlich von der Firma 
Pharmacia) transf ormi ert . Man isolierte durch Ausstanzen aus den 
Kulturplatten mehrere Plaques, die durch DNA-Sequenzierung auf 
15 TNF-cDNA-Insertion untersucht wurden. Der rekombinierte Phage mit dem 

codierenden Strang der TNF-cDNA wird Ml 3-TNF genannt. 

C. Herstellung von Vektoren mit veranderter TNF-Sequenz 

20 Der oben beschriebene Ml 3-TNF war das Ausgangsmolekul fur die gezielte 

Mutagenese des TNF-Gens. Urn die beabsichtigten Veranderungen einzu- 
fiihren, benotigte man 01 igodesoxynukleotide, die partiel 1 komplementar 
zum TNF-codierenden Strang sind ("antisense 01 igonukleot ide" ) . Diese 
Oligonukleotide besitzen eine Lange zwischen 15 und 30 Nukleotiden; 

25 bevorzugt verwendet wurden Oligonukleotide mit einer Lange von 

23 Nukleotiden. Dabei waren die ersten 10 Nukleotide perfekt komple- 
mentar zum TNF-codierenden Strang, dann folgte ein nicht-komplementa- 
rer Bereich, der die beabsichtigte Veranderung im TNF-Gen trug, und 
anschliepend folgte wieder ein perfekt komplementarer Bereich von 

30 10 Nukleotiden. Das antisense Ol igonukleotid fur den Austausch der 
Aminosaure Nr. 9 Serin gegen Asparaginsaure war 

pCAGGCTTGTCGTCCGGGGTTCGA • 

35 Das antisense Ol igonukleot id fur die Deletion der Aminosaure Nr 140 
Asparaginsaure war 

pAGTCGAGATAGGGCCGATTG • 

40 Die fur die Mutagenese verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. 1 
aufgefUhrt. 
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Tabelle 1 

Nr. Sequenz 5' - 3' 

5 1 CAGGCTTGTCGTCCGGGGTTCGA 

2 GGGCTACAGGCTCGTCACTCGGG 

3 TTGCTACAACAGAGGCTACAGGC 

4 TTGCTACAACAACGGCTACAGGC 

5 TTGCTACAACGGTGGCTACAGGC 
10 6 TTGCTACAACCTGGGCTACAGGC 

7 ACTGGAGCTGTTCCTCAGCTTGA 

8 TGGCCAGGAGGAGATTGGCCCGG 

9 CTCTCAGCTCCATGCCATTGGCC 
10 GCTGGTTATCTTTCAGCTCCACG 

15 11 CCACCAGCTGGTCATCTCTCAGC 

12 ACAGGCCCTCGTCTGGCACCACC 

13 TGAGGTACACAACCTCTGATGGC 

14 AGTAGATGAGGAACAGGCCCTCT 

15 AGTAGATGAGGATCAGGCCCTCT 
20 16 AGTAGATGAGGAGCAGGCCCTCT 

17 GGGAGTAGATAGCGTACAGGCCC 

18 TGAAGAGGACGATGGAGTAGATG 

19 CCTTGAAGAGGATCTGGGAGTAG 

20 CCTTGAAGAGGAGCTGGGAGTAG 
25 21 GGCTGATGGTAGAGGTGAGGAGC 

22 GGCTGATGGTTTCGGTGAGGAGC 

23 GGCTGATGGTGGtGGTGAGGAGC 

24 GGCTGATGGTAACGGTGAGGAGC 

25 CCTTGGTCTGGAAGGAGACGGCG 
30 26 GGCAGGGGCTCTGGATGGCAGAG 

27 GGCAGGGGCTGTTGATGGCAGAG 

28 CCCCTCCCAGGAAGATGGGCTCA 

29 CCCCTCCCAGACGGATGGGCTCA 

30 CCCCTCCCAGAACGATGGGCTCA 
35 31 GGAAGACCCCAGCCAGATAGATG 

32 "GGAAGACCCCAACCAGATAGATG 

33 TGATCTCAGCAACGAGTCGGTCA 

34 CGGGCCGATTAACCTCAGCGC T G 

35 AG TCGGGCCGGTCGATCTCAGCG 
40 36 G A T A G: J C G G G G T C A T T G A T C T. C A 

37 GATAGTCGGGACCATTGATCTCA 

38 GATAGTCGGGGAGATTGATCTCA 

39 GATAGTCGGGGAGATTGATCTCA 

40 CGAGATAGTCGTCCCGATTGATC 
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Tabelle 1 (Fortsetzung ) 
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20 

Oiese 01 igonukleotide wurden mittels konventionel ler Methoden 
synthetisiert. Zum Gebrauch bei der Mutagenese wurden lOpMol des 
01 igonukleotids 30 min bei 37°C in 10 fi\ 50 mM TrisHCl (pH=7 / 5) / 
0,1 mM EDTA f 10 mM MgCl 2 10 mM Oi thiothreitol, 0,1 mM ATP in Gegenwart 
25 von 5 Einheiten T4 Polynukleot id-Kinase phosphory 1 iert, 

Zum Gebrauch als Probe (s. unten) wurden 2 pMol des synthet i schen 
01 igonukleotids wie oben angegeben phosphory I iert, nur dap anstatt 
0,1 mM ATP 1 fJM p-ATP verwendet wurde. 

30 

Die spezifische Aktivitat lag im Bereich von 5-106 C pm pro pMol 
01 igonukleotid. 

Die Hybridisierung der 01 igonukleotide tnit der einzelstrangigen ON A 
35 von Ml^-TNF ergab nach Kettenverlangerung eine Heteroduplex-DNA, bei 
der ein Strang die mutierte DNA beinhaltete. 

Zur partiellen Heteroduplexbi Idung wurden 300 ng M13-TNF DNA mit 
1 pMol des phosphory lierten 01 igonukleotids in 20 fi\ 10 mM TrisHCl 
40 (pH=7,5), 0,1 nW EOT A, 50 n*lol NaCl auf 80°C (2 min), 50°C (5 min) 

und Raumtemperatur, (5, min) erwarmt. pie Kettenverlangerung wurde durch 
Zugabe von 30 p\ 50 mM TrisHCl ; (pH=8, 0) 0,1 mM EOT A, 12 mM MgCl 2 , 
10 tnM Dithipthreit dATP, 0,2 mM an dGTP, dTTP, 

dCTP, 2 Einheiten E-c UP lymerase I (gr pes Fragment) und 20 Einhei- 
ten T4 ONA-Ligase gestartet. 



14 



Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde das Reakt ionsgemi sch 4 h bei 37°C 
inkubiert und anschliepend bei 4°C uber Nacht inkubiert. Aliquots 
wurden mit Phenol extrahiert, die DNA mit Ethanol ausgefallt und in 
15 fi\ Wasser gelost. Die DNA dieser Aliquots wurde zur Transformation 
von E.coli JM 103 benutzt. 

Bakter ienkul turschalen (15 cm Durchmesser ) , die einige Hundert 
rekombinante Phagen-Plaques enthalten, wurden durch in situ Plaque- 
Hybr idisierung (Science 196, 180, 1977) auf den mutierten Genotyp hin 
untersucht, indem man das entsprechende radioaktiv markierte Oligo- 
nukleotid (die Probe) und Ni trocel lulosef i lterabziige der Phagen- 
Plaques hybridisierte (etwa 106 cpm pro Filter). Die Hybr i d i s i erung 
geschah uber Nacht bei 50°C, 40% Formamid und 5 • SSC (1 • SSC = 0, 1 M 
NaCl, 15 mM Natriumcitrat pH=7,2). 

Die Filter wurden bei 45°C in 2 • SSC, 0, 02% Natr i umdodecy lsul f at 
gewaschen, an der Luft getrocknet, auf einen Rontgenfilm aufgebracht 
und bei -70°C exponiert. 

Es war notwendig, die Stringenz der Hybridisierung {durch Veranderung 
der SSC-Konzentration beim Waschen der Filter) fur das entsprechende 
01 igonukleotid individuell einzustel len ; jede Mutante variierte je 
nach Anzahl und Art der ausgetauschten oder deletierten Nukleotide in 
ihrer Fahigkeit, mit dem 01 igonukleotid zu hybridisieren . 

Ein mit der radioaktiv markierten Probe hybridisierender Phage wurde 
aus der Bakter ienkul turpi atte ausgestanzt und als Inokulum zur 
Infektion von E.coli JM 103 verwendet. 

Aus dem Kul turuberstand wurde die einzelstrangige DNA, aus dem 
Zel Iniederschlag die doppelstrangige DNA prapariert. 

Die einzelstrangige DNA wurde nach der Didesoxymethode 
(Proc. Natl .Acad. Sci USA 74, 5463, 1977) sequenziert, urn die Mutation 
zu bestatigen. Dann konnte aus der doppelstrangigen DNA durch Spaltung 
mit deh Restri ktionsenzymen Clal und Hind3 und anschl iepende 
Gelelektrophorese das Gen fur das TNF-Mutein isoliert werden. 

Produktion der TNF-Muteine 

Das in den obigen Beispielen hergestellte Gen fUr ein TNF-Mutein wurde 
an seinem 5'-Ende r (Clal ) mit Promotorsequenzen, -wie z.B. lac-Promotor 
Oder trp-Promotor und ribosomaieh Bi ndungsstel len verknlipft. An seinem 
3'^Ehde (Hind3) erithielt das Gen eirien Transkriptionsterminator, wie 
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den trpA-Terminator. Diese DNA-Sequenzen sind alle kommerziell 
erhaltlich (Pharmac i a-LKB, Freiburg). 

Das so mit den notigen Expressionssignalen versehene Gen fur das TNF- 
Mutein wurde in einen Vektor wie z.B. pBR322 eingebaut. Mit diesem 
Vektor wurde der E.coli Stamm W3110 transformiert und die erhaltenen 
Klone auf TNF-Mutein-Produktion getestet. Dazu wurde der Bakterien- 
Uberstand nach Verdunnung in einem biologischen Test untersucht. 
Positive Bakterienklone werden bei 37°C in 10 I LB-Nahrmed i urn 
gezUchtet. 

E. Reinigung der Proteine 

1 1 Fermentationsbriihe eines eine neue Substanz produz i erenden E.coli- 
Stamms wurden 30 min bei 3000 g zentri fugiert. Der RUckstand wurde in 
200 ml 0,4 M Argininhydrochlor id, 20 mM Natriumphosphat pH 8,5 aufge- 
nommen und 30 min mit Ultraschall behandelt. Die Suspension wurde mit 
6 ml 2M MnCl 2 versetzt und 45 min bei 3000 g zentri fugiert . Der 
Uberstand wurde mit verdUnnter NH 3 -L6sung auf pH 8,9 gebracht und mit 
festem Ammoniumsul f at auf 60 % Sattigung eingestellt. 

Das Proteinprazipitat wurde in 0,2 M Argininhydrochlori d pH 7,5 
suspendiert und gegen 0,4 M Argininhydrochlorid pH 7,5 dialysiert. 
Nach 16 h wurde mit verdUnnter NH 3 -L6sung auf pH 8,5 eingestellt und 
auf das 5fache Volumen mit Wasser verdunnt. 

Diese Losung wurde uber eine mit 0,01 M Argininpuf f er pH 8,5 
aquilibrierte ®R-Sepharose-Sauie (Pharmacia) chromatographies. Die 
Elution erfolgte mit 0,02 M Na-Phosphat, 0,06 M NaCl. Das Eluat wurde 
nach dem VerdUnnen auf das 2, 5f ache Uber eine mit 0,02 M Na-Phosphat 
pH 8,0 aquilibrierte «s-Sepharose-Saule (Pharmacia) chromatographiert. 
Nach waschen der Saule mit Xqui 1 ibrierungspuf fer erhielt man durch 
Elution mit 0,05 M Na-Phosphat, 0,1 M NaCl, 0,1 M Arginin pH 8,6 
SDS-Polyacrylamidgel-elektrophoretisch reines Protein. 

5 

So wurden durch Mutagenese mit den in Tabelle 1 aufgefuhrten 
Oligonukleotiden in der angegebenen Reihenfolge folgende TNF-Proteine 
hergestellt (Die Positionen geben die Stellung im TNF an, die 
verSndert ist): 
0 Position 9: Ser ersetzt durch Asp 

P sition 11: Lys ersetzt durch Glu 

P sition 15: His ersetzt durch Ser 

P sition 15: His ersetzt durch Val 

Position 15: His ersetzt durch'Thr 

Position , 15: His ersetzt durch Gin 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



Pos i t i on 


24 : 


Pos i t i on 


jD : 


r os in on 


ai - 


Drtc i f i An 
rOb 1 v. 1 Ull 


A A • 


rOS 111 on 


AC . 


r os in on 


3/ : 


kos in on 


Oh I 


r os in on 


DO : 


Pos i 1 1 on 


Do : 


Pos i t i on 


Do : 


Pos i t i on 


D / : 


Pos i t i on 


o 1 : 


Pos i t i on 


b2 : 


Pos i t i on 


o2 : 


Pos i t i on 


62 : 


Pos i t i on 


"7 O 


Pos i t i on 


/o : 


Pos i t i on 


/o : 


Pos i t i on 


/o : 


Pos i t i on 




Pos 1 1 i on 


o / : 


kos in on 




Pos i t i on 


1 1 A. 

119: 


Pos i t i on 


I 1 o . 

I I y : 


Pos i t i on 


1 O 1 . 

121: 


pos ill on 


10 1. 

121: 


Pos i t i on 


1 33 : 


Pos i t i on 


1 jo : 


Posi t ion 


137 : 


Position 


13o: 


Position 


138: 


Position 


138: 


Position 


139: 


Pos i tion 


1 O ft 

139 : 


Posi t ion 


1 Oft _ 

139 : 


Pos i t i on 


1 A A • 


Pos i t i on 


1 A ft . 


Position 


141 : 


Position 


142: 


Position 


144: 


Position 


144: 


Position 


144: 


Position 


144: 


Position 


150: 



Gly ersetzt durch Glu 
Ala ersetzt durch Leu 
Val ersetzt durch Met 
Arg ersetzt durch Lys 
Asn ersetzt durch Asp 
Ser ersetzt durch Asp 
Gly ersetzt durch Val 
Tyr ersetzt durch Phe 
Tyr ersetzt durch lie 
Tyr ersetzt druch Leu 
Leu ersetzt durch Ala 
Gin ersetzt durch lie 
Val ersetzt durch He 
Val ersetzt durch Leu 
Val ersetzt druch His 
His ersetzt durch Ser 
His ersetzt durch Glu 
His ersetzt druch Thr 
His ersetzt druch Val 
Tyr ersetzt durch Phe 
Tyr ersetzt durch His 
Ser ersetzt durch Val 
Tyr ersetzt durch Phe 
Tyr ersetzt durch Arg 
Gly ersetzt durch Ala 
Gly ersetzt durch Val 
Ser ersetzt durch Val 
He ersetzt durch Val 
Asn ersetzt durch Asp 
Arg ersetzt durch Asp 
Arg ersetzt durch Gly 
Arg ersetzt durch Leu 
Pro ersetzt durch Asp 
Pro ersetzt durch He 
Pro ersetzt durch Gly 
Asp ersetzt durch Pro 
Asp ersetzt durch Lys 
Tyr ersetzt durch His 
Leu ersetzt durch Phe 
Phe ersetzt durch Ala 
Phe ersetzt durch Glu 
Phe ersetzt durch , His ; 
Phe ersetzt durch Arg 
Val ersetzt durch ;Leu 
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Position 


150: 


Val 


Position 


150: 


Val 


Position 


156: 


Ala 


Position 


157: 


Leu 



ersetzt durch lie 
ersetzt durch His 
ersetzt durch Val 
ersetzt durch Gly. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 
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Patentanspriiche 
1. TNF-Polypept ide der Forme 1 
5 valArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValValAlaAsnPro 
GlnAlaGluGlyGlnLeuGlnTrpLeuAsnArgArgAlaAsnAlaLeuLeuAlaAsnGly 
ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuValValProSerGluGlyLeuTyrLeuIleTyrSer 

10 

GlnValLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrl le 
SerArgI leAlaValSerTyrGlnThrLysVal AsnLeuLeuSerAlal leLysSerPro 
15 CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGluProIleTyrLeu 
GlyGlyValPheGlnLeuGluLysGlyAspArgLeuSerAlaGluIleAsnArgProAsp 
TyrLeuAspPheAlaGluSerGlyGlnValTyrPheGlyllelleAlaLeu, 

20 

worin jedoch mindestens eine Aminosaure in den Positionen 9, 11, 15, 
26, 35, 41, 44, 46, 52, 54, 56, 57, 61, 62, 78, 87, 95, 119, 121, 133, 
136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 144, 150, 156 und/oder 157 durch 
eine andere nattirliche a-Aminosaure ersetzt ist und N-terminal 1 bis 
25 7 Aminosauren fehlen konnen, sowie deren Salze mit physiologisch 
vertragl ichen Sauren. 

2. TNF-Polypeptide gemap Anspruch 1, in denen mindestens eine der 
folgenden Veranderungen vorliegt: 
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Position 


9: 


Ser 


ersetzt 


durch 


A 


Position 


11: 


Lys 


ersetzt 


durch 


A 


Position 


15: 


His 


ersetzt 


durch 


B Oder C 


Position 


26: 


Leu 


ersetzt 


durch 


C 


Position 


35: 


Ala 


ersetzt 


durch 


C 


Position 


41: 


Val 


ersetzt 
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C 


Position 


44: 


Arg 


ersetzt 
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A 


Position 


46: 
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ersetzt 
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Position 


52: 


Ser 


ersetzt 
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Position 


54: 


Gly 


ersetzt 
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Position 


56: 


Tyr 


ersetzt 
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Leu 


ersetzt 


durch 


C 
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Position 
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Gin 


ersetzt 
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C 
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C 






Position 


119: 


Tyr 


ersetzt 


durch 
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c 
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c 
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138: 
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139: 
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C oder B 
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140: 
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oder 
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B, 
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35 7. 
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worin A eine Aminosaure mit geladener Seitenkette, B eine Aminosaure 
mit polarer ungeladener Seitenkette und C eine Aminosaure mit 
hydrophober Seitenkette bedeuten. 

DNA codierend fur ein TNF-Polypeptid gemap Anspruch 1. 

Vektor enthaltend eine DNA gemap Anspruch 3. 

Wirtsorganismus enthaltend einen Vektor gemap Anspruch 4. 

Verfahren zur Herstellung eines TNF-Polypeptids gemap Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dap man einen wirtsorganismus nach Anspruch 5 
zilchtet und das TNF-Polypept id daraus isoliert. 

TNF-Pqlypeptide gemSp Anspruch 1 zur verwendung bei der Bekampfung von 
Krankheiten. 

verwendung der TNF-Polypeptide gemSp Anspruch 1 zur Bekampfung von 
neoplastischen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen sowie zur Be- 
kampfung und Prophylaxe von Infektionen, Entzundungen und Abstopungs- 
reaktionen bei Transplantati nen. 
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